PCX ORGANI^^^J MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTU^^ 

Bureau international ^^^P 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale dcs brevets ^ : 

C12N 1/14, C12P 7/42, 7/24 // (C12N 
1/14, C12R 1:685) 



Al 



(11) Numdro de publication internationale: WO 00/61721 
(43) Date de publication internationale: 19 octobre 2000 (19.10.00) 



(21) Num^ro de la demande internationale: PCT/FR00/C0966 

(22) Date de depot international: 14 avrit 2(KX) (14.04.00) 



(30) Donn^es relatives h la priorite: 

99/04644 1 4 avril 1 999 ( 1 4.04.99) 



FR 



(71) Dcposant (pour tous les Etats designes sauf US)i INSTITUT 

NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 
(INRA) [FR/FR]; 147, rue de L'Universit6, F-75007 Paris 
(FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement): BONNIN, Estelle 
[FR/FR]; 8. rue Aim6 Penel, F-44700 Orvault (FR). 
LESAGE-MEESSEN, Laurence [FR/FR]; 7, pare de 
la Serane. F- 13008 Mareeiile (FR), STENTELAIRE, 
Christelle [FR/FR]; 9, all6e du Fouis, Les Tcrrasses des 
Cadenieres. F-13127 Vitrolles (FR). ASTHER. Marcel 
[FR/FR]; 28, avenue du Peymian. F-13600 La Ciotat (FR). 
THIBAULT, Jean-Franfois [FR/FR]; 2, rue de la Rotonde, 
F-44700 Orvault (FR). 

(74) MandaUires: VIALLE-PRESLES, Marie- Jose etc.; Cabinet 
Ores, 6, avenue de Messine, F-75008 Paris (FR). 



(81) Etats designes: CA, JP, US, brevet europeen (AT, BE, CH. 
CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL. 
PT, SE). 



Publi^e 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: METHOD FOR OBTAINING A. NIGER CULTURES AND THEIR USES FOR PRODUCING FERULIC ACID AND 
VANILLIC ACID 

(54) Titre: PROCEDE D'OBTENTION DE CULTURES D'A. NIGER ET LEURS UTILISATIONS POUR LA PRODUCTION D* ACIDE 
FERULIQUE ET D'ACIDE VANILLIQUE 

(57) Abstract 

The invention concerns a method for obtaining A.niger cultures with wide enzymatic activity spectrum, by culturing A. niger in the 
presence of beetroot pulp, cereal bran or fractions thereof. The resulting cultures can be used for producing ferulic acid and vanillic acid 
from agricultural joint products. 

(57) Xhr€g€ 

L' invention est relative k Pobtention de cultures d'v4. niger S large spectre d'activite enzymatique, par mise en culture dM niger en 
presence de pulpe de betterave, de son de c^r6ales ou de leurs fractions. Us cultures obtenues de la sorte sont utilisables pour la production 
d'acide fgrulique et d'acide vanillique a partir de co-produits agricoles. 



UNIQUEMENT A TITRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publlant des demandes 
intemationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


SI 


Slovinie 


AM 


Arminie 


FI 


Finlande 


LT 


Lituanie 


SK 


Slovaquie 


AT 


Auiriche 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


S6n«ga1 


AU 


Australie 


CA 


Gabon 


LV 


Lcttonie 


SZ 


Swaziland 


AZ 


Azerbaijan 


GB 


Royaume-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosnie-Herz^govinc 


GE 


Georgic 


MD 


RfepubJique de Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgique 


GN 


Guinde 


MK 


Ex-R6publtque yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


6F 


Bxirkina Faso 


GR 


Grtee 




de Macidoine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgaric 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 


Trinii£-ct- Tobago 


BJ 


B6nm 


IE 


Irlandc 


MN 


Mongol ie 


UA 


Ukraine 


BR 


Bi^sil 


IL 


Israel 


MR 


Mauriianie 


UG 


Ouganda 


BY 


Belarus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Eiats-Unis d'Amiriquc 


CA 


Canada 


IT 


Italic 


MX 


Mexiquc 


uz 


Ouzbikistan 


CF 


R^publique centrafricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Norvege 


ZW 


Zimbabwe 


CI 


C6te d'lvoirc 


KP 


R^publique populairc 


NZ 


Nouvetle-zeiande 






CM 


Cameroun 




mocratique de Corde 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


R^publique de Cor6e 


FT 


Ponugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roumanie 






CZ 


R^publiquc tcbfcque 


LC 


Sainte-Lucie 


RU 


Rd6ration de Russic 






DE 


Allemagne 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Sntdc 






EE 


Estonie 


LR 


Liberia 


SG 


Singapour 







wo 00/61721 



1 



PCT/FROO/00966 



PROC£d£ D'OBTENTION DE cultures D'A. NIGER ET LEURS 
UTILISATIONS POUR LA PRODUCTION D'ACIDE F^RULIQUE ET 

D'ACIDE VANILLIQUE 
La presente Invention est relative a 
5 I'obtention d'acide ferulique et d' acide vaniliique par 
bioconversion. 

La vanilline, qui est actuellement I'arome le 
plus utilise dans les industries agro-alimentaires , peut 
avantageusement etre produite par bioconversion d'acide 
10 ferulique ou d'acide vaniliique (qui est lui-meme un 
produit de bioconversion de I'-acide ferulique), a I'aide 
de champignons filament eux . 

Ainsi, la Demande' de brevet europeen 453 368 
au nom de la Societe PERNOD-RICARD, decrit la production 
15 de vanilline naturelle par bioconversion d'acide 
ferulique ou d'acide vaniliique, en presence d'un 
champignon filamenteux du groupe des Basidiomycetes, 
Pycnoporus cinnabarlnus , La Demande PCT WO/96/08576 au 
nom de I'INRA, decrit un precede de bioconversion en 2 
20 etapes, permettant d''obtenir un rendement plus eleve, 
Dans la premiere etape, 1' acide ferulique est converti en 
acide vaniliique par un champignon filamenteux 
(Ascomycete, Basidiomycete ou Actinomycete) ; 1* acide 
vaniliique obtenu est ensuite converti en vanilline par 
25 un Basidiomycete. 

L' acide ferulique, qui constitue le produit de 
depart de ces precedes de bioconversion, est i'un des 
composes phenoliques majeurs de la parol cellulaire des 
vegetaux. II a ete decrit chez les monocotyl^dones, 
30 notamment les cereales (ble, mals,,..), ainsi que chez 
les dicotyledones de la famille des Chenopodiacees 
{betterave, epinard, . . . ) . II est generalement esterif ie 
aux polysaccharides de la parol vegetale, par 
1 ' intermediaire de I'arabinose ou du galactose dans les 
35 pectines de betterave, ou de I'arabinose dans les 
arabinoxylanes de cereales. 
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L'acide ferulique est present dans divers 
co-produits agricoies : par exempie, les sons de ble 
(residus de la meunerie) et de mais (residus de la 
semoulerie) et les pulpes de betterave (residus de 
5 1 ' Industrie du sucre) , contiennent de 0,6 a 4% d'acide 
ferulique. Ces produits constituent des sources 
potentielles facilement disponibies et peu couteuses 
d'acide ferulique. 

Bien qu' il soit theoriquement envisageable, 

10 dans le cadre de la mise en oguvre des precedes de 
bioconversion decrits dans la Demande EP 0 453 368 ou la 
demande PCT WO/96/0a576 de produire de I'acide vanillique 
directement a partir d'acide ferulique esterifie aux 
polysaccharides, le taux de bioconversion dans ces 

15 conditions est negligeable. 

L'acide ferulique doit done etre prealablement 
libere par des f erulate esterases . Selon la nature du 
polysaccharide portant l'acide ferulique, la liaison 
acide f erulique-ose est differente : l'acide ferulique 

20 forme une liaison ester avec le 0-5 de 1* arabinose dans 
les arabinoxylanes de cereales, alors que dans le cas des 
pectines de betterave, l'acide ferulique est porte soit 
par le 0-2 de 1' arabinose, soit dans une moindre mesure 
par ie 0-6 du galactose. La liberation de l'acide 

25 ferulique impliquera done des enzymes differentes selon 

la nature de la liaison a rompre : les principaies 

ferulate esterases mises en evidence chez A. niger sont 

indiquees dans le Tableau I ci-dessous. 

Tableau I 



Enzyme 


Origine 


Substrat prdferentiel 


FAEI 


Aspergillus niger 


arabinose feruloyie en 0-2 /galactose feailoyle en 0-6 


FAEII 


Aspergillus niger 


arabinose feruloyte en 0-5 


FAEIII 


Aspergillus niger 


arabinose feruloyie en 0-5 


CinnAE 


Aspergillus niger 


arabinose feruloyie en 0-2 



30 En outre, les ferulate esterases n'agissent 

pas directement sur les polysaccharides des parois 
vegetales : les liaisons existant entre les oses au sein 
des polysaccharides parietaux doivent prealablement etre 
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rompues pour que I'acide feruiique puisse etre libera par 
les ferulate esterases. Etant donne la diversite des 
polysaccharides parietaux, la rupture de ces liaisons 
necessite un grand nombre d'activites enzymatiques 
5 differentes dont les principales sont : 

polygalacturonase, rhamnogalacturonase, arabinanase, 
galactanase, xylanase et glucanase, Les produits 
d'hydrolyse liberes par ces enzymes sont a leur tour 
degrades par des osidases (arabinof uranosidase et 
0 galactosidase) et I'acide feruiique est libere par des 
ferulate esterases. 

Des melanges enzymatiques permettant de 
liberer I'acide feruiique present dans les 
polysaccharides parietaux. des pulpes de betterave ou des 
5 sons de cereales sont commercialises. Toutefois, ces 
melanges enzymatiques n'ont pas une activite ferulate 
esterase suffisante, et doivent etre supplementes en 
ferulate esterases extraites de milieux de culture 
microbiens. En outre, une fois I'acide feruiique libere^ 
sa purification implique de nombreuses etapes, longues et 
couteuses, de separation liquide/solide et 

liquide/liquide . 

Or les Inventeurs sont maintenant parvenus a 
induire chez Aspergillus nlger la production d' enzymes ^ 
large spectre d' activite, permettant non seulement une 
liberation efficace de I'acide feruiique, mais en outre 
la production directe d'acide vanillique naturel a partir 
de co-produits agricoles. 

La presente invention a pour objet un procede 
d'obtention de cultures d' Aspergillus nlger a large 
spectre d' activite enzymatique, caracterise en ce qu'il 
comprend la mise en culture d'au moins une souche 
d' Aspergillus nlger en presence d'au moins une source 
carbonee inductrice choisie dans le groupe constitue 
par : 
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- la pulpe de betterave ou au moins une de ses fractions 
solubles riches en oligosaccharides feruloyles, 
susceptibles d'etre obtenues par hydrolyse acide ; 

- un son de cereale, notarament de mais, ou un melange de 
5 sons de differentes cereales, ou au moins une de ses 

fractions solubles riches en oligosaccharides feruloyles, 
susceptibles d'etre obtenues par autoclavage dudit son ou 
dudit melange. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
10 presente invention, ladite source carbonee inductrice est 
presente dans ledit milieu de culture a une concentration 
comprise entre 1 et 50 grammes (poids sec) , et de 
preference entre 2,5 et 30 grammes par litre de milieu de 
culture . 

15 Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere 

de la presente invention, la culture d' Aspergillus nigrer 
comprend au moins la souche CNCM 1-1472, deposee le 
31 aout 1994 aupres de la CNCM (Collection Nationale de 
Cultures de Micro-organismes, 2 6 rue du Docteur Roux, 

20 Paris) . 

La presente invention a aussi pour objet : 
- un precede d'obtention d' une preparation 
enzymatique a large spectre d'activite, caracterise en ce 
qu' il comprend la mise en culture d' au moins une souche 
25 d' Aspergriilus nlger selon le procede defini ci-dessus, et 
la recuperation du surnageant de culture ; 

une preparation enzymatique susceptible 
d'etre obtenue par ledit procede. 

La recuperation du surnageant de culture peut 
30 s'effectuer par tous moyens connus en eux-memes, tels que 
centrif ugation ou filtration, qui permettent de separer 
les cellules Aspergillus nlger du milieu de culture. 
Une preparation enzymatique conf orme a 1 ' invention peut 
etre constitute par le surnageant lui-meme, ou par un 
35 concentre dudit surnageant, obtenu par exemple par 
ultrafiltration ou par lyophilisation. 
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La presente invention a aussi pour objet un 
procede de production d'acide ferulique libre a partir 
d'un substrat feruloyle, iequel procede est caracterise 
en ce qu'il comprend la mise en contact dudit substrat 
5 avec au moins une culture Asperg-illus nlger 

preaiablement obtenue selon le procede conforme a 
1' invention^ ou avec au moins une preparation enzymatique 
conforme a 1' invention, dans des conditions permettant la 
liberation de I'acide ferulique par les enzymes presentes 

10 dans ladite culture ou ladite preparation enzymatique . 

Au sens de la presente invention, on entend 
par : « substrat feruioyle », tout produit contenant ou 
constitue par au moins un polysaccharide feruioyle et/ou 
au moins un oligosaccharide feruioyle. II s'agit 

15 notamment de tout substrat d' origine v^getale comprenant 
des polysaccharides parietaux feruloyles et/ou des 
oligosaccharides feruloyles. 

Dans le cas ou le substrat vegetal comprend 
principalement des polysaccharides parietaux insolubles^ 

20 on pourra avantageusement les rendre plus accessibles ^ 
I'hydrolyse enzymatique, en les soumettant preaiablement 
a un traitement chimique tel qu'une hydrolyse acide ou 
alcaline, et/ou a un traitement physique tel que 
1 * autoclavage ou la cuisson-extrusion . 

25 A titre de substrats vegetaux particuli^rement 

avantageux pour la mise en aeuvre de la presente 
invention, on citera notamment : 

- de la pulpe de betterave ou ses fractions solubles 
riches en oligosaccharides feruloyles, susceptibles 

30 d'etre obtenues par hydrolyse acide ; 

- un son de cereale, notamment de mais, ou un melange de 
sons de differentes cer^ales, ou leurs fractions solubles 
riches en oligosaccharides feruloyles, susceptibles 
d'etre obtenues par autoclavage. 

35 La mise en contact du substrat feruioyle avec 

au moins une souche Aspergillus nlger preaiablement 
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cultivee conf ormement a 1' invention peut s'effectuer en 
ajoutant au milieu de culture d' Aspergillus nlger une 
quantite dudit substrat feruioyle correspondant par 
exemple a un apport de 0,1 a 50 g d' acide ferulique par 
5 litre de milieu de culture. De preference, la quantite de 
substrat feruioyle ajoutee au milieu de culture 
correspond a un apport de 1 a 20 g, et avantageusement a 
un apport de 5 a 15 g d' acide ferulique par litre de 
milieu de culture. 

10 La mise en contact du substrat feruioyle avec 

au moins une preparation enzymatique confoinne a 
1' invention peut- s'effectuer en melangeant ladite 
preparation enzymatique avec ledit substrat feruioyle, 
par exemple dans des proportions correspondant a un 

15 apport, par ledit substrat, de 0,1 a 40 g d' acide 
ferulique pour 1 gramme de proteines totales de 
preparation enzymatique. De preference, ies proportions 
du melange correspondent a un apport de 0,2 a 10 g et 
avantageusement de 0,5 a 5 g d' acide ferulique, pour 

20 1 gramme de proteines totales de la preparation 
enzymatique . 

La quantite de substrat feruioyle ajoutee au 
milieu de culture ou a la preparation enzymatique varie 
notaitiment en fonction de la nature dudit substrat et de 

25 sa teneur initiale en acide ferulique esterifie. Cette 
teneur peut etre facilement determinee par toute methode 
connue en elle-meme de I'homme de I'art, par exemple par 
la methode decrite par SADLNIER et al. [Carbohydrate 
Research, 272, 241-253, (1995)]. 

30 Ledit substrat feruioyle peut etre ajoute en 

une seule fois, en plusieurs fois par ajouts successifs, 
ou bien en continu. 

Avantageusement, pour la mise en oeuvre du 
precede conforme a 1' invention, on utilisera une culture 

35 d' Aspergillus nlger ou une preparation enzymatique 
produites en presence d' une source carbonee inductrice 
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comprenant de la puipe de betterave ou au moins une de 
ses fractions riches en oligosaccharides feruloyles 
susceptibles d'etre obtenues par hydrolyse acide, et un 
substrat feruloyle comprenant au moins un son de cereale, 
5 notamment de mais, ou au moins une de ses fractions 
riches en oligosaccharides feruloyles, obtenues par 
autociavage . 

L'acide ferulique produit dans ces conditions 
peut, si on le souhaite, etre recueiiii a partir du 
0 milieu de culture, Cependant, il est particulierement 
avantageux d'effectuer directement la bioconversion de 
I'acide ferulique en acide vaniilique, par la meme 
culture d' Aspergillus niger, dont les cellules possedent 
les enzymes intracellulaires necessaires a cette 
5 bioconversion. 

L' acide ferulique ou I'acide vanillique 
obtenus conformement a 1' invention pourront etre utilises 
tels quels, par exempie corame antioxydants, ou bien 
pourront ^tre utilises comme precurseurs de vanilline 
0 dans des procedes de bioconversion tels que ceux decrits 
dans la Demande EP 0 4 53 368 ou la Demande PCT 
WO/96/08576) . 

La presente Invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
5 ref^re a des exemples de mise en ceuvre du procede 
conforme k 1' Invention. 

II doit etre bien entendu toutefois que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d* illustration de 
I'objet de 1* Invention dont ils ne constituent en aucune 
mani^re une limitation. 

EXEMPLE 1 :ACTrVTTE ENZYMATIQUE D'A. NXGER 1-1472 CULTIVE 
SUR PULPE DE BETTERAVE : 

A) Realisation des cul fares d ^ Aspejrglllug nl^GX 1-1472 

La souche d' Aspergillus niger deposee le 31 
Aout 1994 aupres de la Collection Nationale de Cultures 
de Micro-organismes, sous le numero 1-1472, a ete mise en 
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culture en presence de co-produits agricoles ou de leurs 
fractions comma sources carbonees inductrices d' enzymes 
d'interet. 

La composition du milieu de culture est la 

5 suivante : 

Source carbonee inductrice 15,00 g/L 

Maltose 2, 50 g/L 

Tartrate diammonium 1,842 g/L 

KH2PO4 0.20 g/L 

CaCl2, 2 H2O 0,0132 g/L 

MgS04, 7 H2O 0,50 g/L 

Extrait de levure 0,50 g/L 

Tween 80 0,50 g/L 

De la pulpe de betterave est utilisee comme 
source de carbone inductrice. 

La composition de la pulpe de betterave (poids 
sec) est la suivante : 

10 Rhamnose 24 mg/g 

Arabinose 209 mg/g 

Xylose 17 mg/g 

Galactose 51 mg/g 

Glucose 211 mg/g 

15 Acides uroniques 211 mg/g 

Acide ferulique 8 mg/g 

Proteines 113 mg/g 

Cendres 36 mg/g 

One culture temoin est realisee sur maltose 

20 (20 g/L) comme seule source de carbone. Le milieu est 
sterilise par autoclavage 20 minutes a 120 °C. Les 
cultures se deroulent en fioles de 500 mL contenant 
200 mL de milieu. L ' inoculation est effectuee par des 
conidiospores (2,10 spores/mL) . Apres inoculation, les 

25 cultures sont incubees a 30**C et soumises k une agitation 
de 120 tours/minute. 

La production d' enzymes au cours de la culture 
est suivie par le dosage des activites enzymatiques 
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produites. Pour proceder ^ ce dosage, un aliquot do 
milieu de culture d' environ 10 rtiL est preleve sterilement 
cheque jour". Get aliquot est ensuite fiitre sur fibres de 
verre, et les activites enzymatiques vis-a-vis de 
5 differents substrats sont dosees. 

B) Dosage des activites enzymatiques 

1) Enzymes de depolymerisation 

Les activites enzymatiques sont mesurees sur 
differents polysaccharides purs : gaiacturonane, 

10 carboxymethyiceliulose, xylane, galactane de type I, 
arabinane, rhamnogalacturonane . 

Le milieu reactionnel contient 0,9 mL de 
solution de substrat a 1 g/L dans le tampon acetate 
50 mmoles/L pH 4,5 et 0,1 mL de filtrat de culture. Le 

15 melange est incube 10 minutes a 40 "C. Les extremites 
reductrices liberees sont dosees en microplaques par le 
sulfate de cuivre [NELSON, J. Biol. Chem. 153, 375-380 
(1944) ; STURGEON, Methods in Plant Biochemistry, 2, 1-37 
(1990)]. L'ose constitutif du polysaccharide est utilise 

20 comme standard : acide galacturonique pour les dosages 
sur galacturonane et rhamnogalacturonane, glucose pour 
les dosages sur carboxymethylcellulose, xylose pour les 
dosages sur xylane, galactose pour les dosages sur 
galactane et arabinose pour les dosages sur arabinane. 

25 2) Activites osidases 

Les activites osidases sont mesurees sur para- 
nitrophenyl-p-D-galactopyranoside et para-nitro-phenyl-a- 
L-arabinof uranoside (SIGMA) . 

Le milieu reactionnel contient 0,1 mL de 

30 solution de substrat it 4 mmoles/L dans le tampon acetate 
50 mmoles/L pH 4,5 et 0,1 mL de filtrat du surnageant de 
culture. Le melange est incube 20 minutes a 40**C. 0,6 mL 
de carbonate de sodium sont alors ajoutes pour inhiber 
I'activite enzymatique et permettre le deveioppement de 

35 la reaction colorimetrique - La concentration en para- 
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nitrophenol libere est calculee a partir de la densite 
optique du melange lue a X = 400 nm. 

3) Activites ferulate esterase 

Les activites des ferulate esterases sont 
5 mesurees sur differents oiigomeres feruloyles : 5-0- 
{ transferuloyl) -L-Araf (determination de I'activite FA) 
et O-p-D-Xyln (l->2) - [5-0- (transferuloyl) -a-L-Araf ] 

(determination de i'activite XFA) isoles de son de mais 
[SAULNIER et al.. Carbohydrate Research, 272, 241-253, 

10 (1995)], et [2-0- (transferuloyl) -a-L-Araf (determination 
de I'activite FAa) isoles de pulpe de betterave [KROON et 
al.. Carbohydrate Research, 300, 351-354, (1997)]. Le 
dosage est effectue a 1' optimum des activites specif iques 
des autres enzymes. 

15 Le milieu reactionnel contient 100 \il de 

solution de substrat a 70 nmoles/L, 80 ^1 de tampon MOPS 
( 3-N-morpholino-propane sulfonique) 0,1 mole/L, pH 6, et 
20 (al de filtrat de culture. Le melange est incube 
1 heure a 40*0. Aux temps : 0, 15, 30, 45, 60 minutes, 

20 10 de milieu reactionnel sont preleves et verses dans 
du tampon MOPS. Les densites optiques sont lues a 28 6 et 
323 nm. 

Le milieu reactionnel contient a la fois de 

I'acide ferulique esterifie et de 1 ' acide ferulique 

25 libere par 1' enzyme. Leurs quantites respectives sont 

calculees a partir des densites optiques en utilisant les 

coefficients d' extinction molaires prealablement 
determines a pH 6 : e^^^ = 1417 6 L.mol"^ . cm"^, 

£^^^ = 10350 L.mol""^.cm"^ pour I'acide ferulique libre, et 

30 e' = 12465 L.mol'^cm'^, « 19345 L.mol'^cm'^ pour 

286 323 

I'acide ferulique esterifie. 

Toutes les activites enzymatiques sont 
exprimees en nkat/mL, ce qui correspond a la quantite 
d' enzyme necessaire a la liberation d'une nmole de 
35 produit par seconde et par mL, dans les conditions de pH 
et de temperature definies ci-dessus . 
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C) Resultats 

La production d' enzymes degradant les 
polysaccharides parietaux a ete suivie au cours de la 
culture d'A. niger sur pulpe de betterave et au cours de 
5 la culture temoin sur maltose. Les activites enzymatiques 
ont ete mesurees comme decrit ci-dessus, 

1) Enzymes de depolymerisation et osidases 

Les resultats obtenus pour les enzymes de 
depolymerisation et les osidases sont illustres par la 
10 figure 1, qui represente I'activite d'hydrolyse pour 
chaque substrat teste, en fonction du nombre de jours de 
culture . 

Legende de ia Figure 1 : 

Figure lA : Induction sur pulpe de betterave ; 
15 Figure IB : Induction sur maltose ; 

• : Galactane ; 
■ : Arabinane ; 

▲ : Acide polygalacturonique ; 
O : CarboxyMethylCelluiose ; 
20 □ : Xylane ; 

T : Rhamnogalacturonane ; 
X : pNPGalactoside ; 

• ; pNPArabinoside . 

Lorsque le maltose seul est utilise comme 
25 source carbonee dans les cultures d'A. nlger 1-1472, tr^s 
peu d' activites enzymatiques actives sur les 
polysaccharides parietaux sont liberees. Par centre, la 
presence de pulpe de betterave comme source carbonee 
inductrice conduit a une synthese beaucoup plus 
30 importante d' enzymes degradant les polysaccharides 
parietaux. On large spectre d' enzymes est present dans le 
surnageant de culture, b' autre part, la synthese de ces 
enzymes est rapide et I'on observe que les activites 
enzymatiques atteignent leur valeur maximum des le 3eme 
35 jour de culture. Pour cette raison, les activites 
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f eruiate esterases ont ete recherchees dans les 
surnageants de culture a 3 jours. 
2) Ferulate esterases 

Les activites ferulate esterases dans les 
5 surnageants de culture sont indiquees dans le Tableau II 
suivant : 



Tableau II 



Source carbonee inductrice 


Activlte (nkat/mL) 




FA 


FAX 


FA 


Temoin Maltose 


0 


0 


0 


Puipe de betterave 


1.1 


0,5 


0 



Une faible activite FA et FAX est done induite 



lors de la culture d'A. niger 1-1472 sur puipe de 
10 betterave. 

EXEMPLE 2 : ACTIVITES ENZIMATIQUES D'A. nxgex 1-1472 
CXJIiTIVE SXXR HYDROLYSATS DE PULPE DE BETTERAVE 

La puipe de betterave subit deux hydrolyses 
successives par de 1 ' acide trif luoroacetique pour en 
15 extraire les oligom^res feruloyles, selon le protocole 
suivant [RALET et al . Carbohydrate Research, 263, 227-241 
(1994)1 : 

800 g de puipe de betterave sont melanges a 
raison de 20 g/L a une solution d' acide trif luoracetique 
20 50 mmoles/L. Le melange est maintenu a 100 °C pendant 
lh30. La fraction soluble est recueillie, et precipitee 
par addition de 4 volumes d'ethanol. La fraction soluble 
dans I'ethanol est recueillie, et constitue I'hydrolysat 
1. 

25 Le precipite est traite par 1' acide 

trif luoracetique (150 mmoles/L) pendant 6 heures a 100'*C. 
La fraction soluble est recueillie, et precipitee par 
addition de 4 volumes d'ethanol. La fraction soluble dans 
I'ethanol est recueillie et constitue I'hydrolysat 2. 

30 Les fractions notees : « hydrolysat 1 » et : 

« hydrolysat 2 » sont obtenues avec des rendements de 
280 mg/g pour I'hydrolysat 1 et de 76 mg/g pour 
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1 


2 


6 


mg/g 


54 mg/g 


535 


mg/g 


12 9 mg/g 


2 


mg/g 


2 mg/g 


16 


mg/g 


18 7 mg/g 


85 


mg/g 


4 2 mg/g 


17 


mg/g 


188 mg/g 


10 


mg/g 


12 mg/g 


12 


mg/g 


8 mg/g 


64 


mg/g 


8 6 mg/g 



I'hydrolysat 2, et ont les compositions (poids sec) 
suivantes : 
Hydrolysat : 
Rhamnose 
5 Arabinose 
Xylose 
Galactose 
Glucose 

Acides uroniques 
10 Acide ferulique 
Proteines 
Cendres 

Les hydrolysats 1 ou 2 sont ensuite utilises 
comme sources carbonees inductrices dans une culture d'A. 
15 niqer 1-1472, et ies enzymes produites par le champignon 
sont mesurees selon les protocoles decrits a I'exemple 1. 
1) Enzymes de depolymerisation et osidases 

Les resultats obtenus pour les enzymes de 
depolymerisation et les osidases sont illustres par la 
20 figure 2 qui represente I'activite d' hydrolyse pour 
chaque substrat teste, en fonction du nombre de jours de 
culture . 

Legende de la Figure 2 : 
Figure 2A : Induction sur hydrolysat 1; 
25 Figure 2B : Induction sur hydrolysat 2 ; 

• : Galactane ; 
■ : Arabinane ; 

▲ : Acide polygalacturonique ; 
O : CarboxyMethylCellulose ; 
30 □ : Xylane ; 

T : Rhamnogalacturonane ; 
X : pNPGalactoside / 

• : pNPArabinoside . 

Lorsque les hydrolysats 1 ou 2 de pulpe de 
35 betterave sont utilises comme sources carbonees 
inductrices dans les cultures d' A. niger 1-1472, la 
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production d' enzymes degradant les polysaccharides 
parietaux est plus faible que dans les cultures sur pulpe 
de betterave, Les hydrolysats induisent done la synthese 
de quantites plus faibles d' enzymes, D' autre part, on 
5 observe que les activites enzymatiques atteignent leur 
valeur maximale apres 4 jours de culture sur I'hydrolysat 
1, et apres 3 jours sur i'hydrolysat 2. 
2) Ferulate esterases 

Les activites ferulate esterases ont ete 
10 mesurees dans les surnageants du 3eine jour de culture 
pour I'hydrolysat 2, et du 4eme jour de culture pour 
I'hydrolysat 1, Les resultats sont illustres par le 
Tableau III ci-dessous. 



Tableau Hi 



Source carbonee inductrice 


Actrvite (nkat/mL) 


FA 


FAX 


'=^ 


Temoin Maltose 


0 


0 


0 


Hydroiysat 1 


0.6 


0 


0,2 


Hydrolysat 2 


0 


0 


0 



15 De faibles activites FA et FA2 sont induites 

lors de la culture d'A. nlger 1-1472 sur I'hydrolysat 1 
de pulpe de betterave, riche en acide feruiique esterifie 
a I'arabinose. 

EXEMPLE 3 : ACTIVITES ENZYMATIQUES PRODUITES PAR A. nig-ejr 
20 1-1472 CDIiTIVE SUR SON DE MAIS 

A. niger 1-1472 est mis en culture en presence 
de son de mais en tant que source carbonee inductrice, et 
les enzymes produites par le champignon sont mesurees, 
selon les protocoles decrits a I'exemple 1. 
25 La composition du son de mals (poids sec) est 

la suivante : 
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Acides uroniques 
Acide ferulique 
Proteines 



Glucose 



Arabinose 



Xylose 
Galactose 



Rhamnose 



0 mg/g 
154 mg/g 
27 6 mg/g 
51 mg/g 
248 mg/g 
42 mg/g 
31 mg/g 
50 mg/g 



10 



15 



20 



25 



1) Enzymes de depolymerisation et osidases 

Les resultats obtenus pour les enzymes de 
depolymerisation et les osidases sont illustres par la 
figure 3, qui represente I'activite d' hydrolyse pour 
chaque substrat teste, en fonction du nombre de jours de 
culture . 



Legende de la Figure 3 : 

• : Galactane ; 
■ : Arab inane ; 

▲ : Acide polygalacturonique ; 
O : CarboxyMethylCellulose ; 
□ : Xylane ; 

▼ : Rhamnogalacturonane ; 
X : pNPGalactoside ; 

• : pNPArabinoside. 

Ces resultats montrent que dans le cas des 



enzymes de depolymerisation et des osidases, les 
activit^s enzymatiques induites lors de la culture en 
presence de son de mais sont plus faibles que celles 
induites en presence de puipe de betterave. 

2) Ferulate esterases 

Les activites ferulate esterases mesurees dans 
ie surnageant apres 3 jours de culture sont 
respectivement de 4,6 nJcat/mL pour FA et 4,9 nkat/mL pour 
FAX, On observe une nette induction des activites FA et 
FAX par le son de mals . 
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EXEMPLE 4 : ACTIVITES ENZYMATIQUES PRODUITES PAR A. NIGER 
1-1472 CITLTrVE SXJR L'AOTOCLAVAT ISSU DE SON DE MAIS 

Le son de mais subit un traitement par 
autociavage pour en extraire les oligomeres feruloyles 
5 selon ie protocole suivant : 

Le son est mis en suspension dans I'eau (a 
raison de 100 g de son par litre) , puis autoclave a 160*'C 
pendant 60 minutes. L'autoclavat est centrifuge pendant 
10 minutes a 20 000 t/min, puis filtre sur verre fritte 
10 G3 (tailie des pores 15-40 |im ; SCHOTT) . Le surnageant 
filtre est lyophilise. Le produit final, denomme ci-apres 
« autoclavat de son de maxs », est obtenu avec un 
rendement de 600 mg/g et a la composition (poids sec) 
suivante : 

15 Rhamnose 0 mg/g 

Arabinose 208 mg/g 

Xylose 386 mg/g 

Galactose 73 mg/g 

Glucose 39 mg/g 

20 Acides uroniques 47 mg/g 

Acide feruiique 34 mg/g 

Proteines 8 mg/g 

Cendres 8 mg/g 

L' autoclavat est ensuite utilise comme source 

25 carbonee inductrice pour la culture d*A. niger 1-1472 et 
les enzymes sont mesurees dans le surnageant de culture 
selon les protocoles decrits a I'exemple 1. 

1) Enzymes de depolymerisation et osidases 

Les resultats obtenus pour les enzymes de 
30 depolymerisation et les osidases sont illustres par la 
figure 4 qui represente I'activite d'hydrolyse pour 
chaque substrat teste, en fonction du nombre de jours de 
culture. 
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Legends de la Figure 4 : 
: Galactane ; 
■ ■ : Arabinane ; 
A : Acide polygaiacturonique ; 
5 O : CarboxyMethylCeilulose ; 

□ : Xylane ; 

▼ : Rhamnogalacturonane ; 

X : pNPGalactoside ; 

• : pNPArabinoside . 
10 On constate en particuiier que I'activite 

xylanase induite en presence d'hydrolysat de son de mals 
est beaucoup plus elevee que celle induite lorsque le son 
de mais natif est utilise conrnie source carbonee 
inductrice , 

15 2) Ferulate esterases 

Les activites ferulate esterases mesurees dans 
le surnageant apres 5 jours de culture, sont 
respectivement de 9,7 nkat/mL pour FA et de 10,6 nkat/mL 
pour FAX ; on observe done une induction encore plus 
20 importante que celle observee dans le cas des cultures 
ef f ectuees en presence de son de mais . 

EXEMPLE 5 : LIBERATION D* ACIDE FERDLIQUE PAR LES ENZYMES 
D'A. nlger 1-1472 

Le surnageant de cultures d'A. nlger 1-1472 
25 cultivees en presence de pulpe de betterave comme decrit 
a I'exemple 1 ci-dessus, et concentre 20 fois par 
lyophilisation, a ete utilise conune source d' enzymes pour 
liberer 1' acide ferulique present soit dans la pulpe de 
betterave soit dans I'autoclavat de son de mais. 
30 Cette liberation a ete comparee avec la 

liberation d' acide ferulique par des enzymes 
commerciales : SP 584 (NOVO) dans le cas de la pulpe de 
betterave et NOVOZYM 342 (NOVO) dans le cas de 
I'autoclavat de son de mals. 
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Le Tableau IV ci-dessous illustre la 
corriparaison entre les activites enzymatiques presentes 
dans les 4 preparations d' enzymes utilisees : 



Tableau IV 





Actlvite specifique (nkat/mg) 


Substrat 


^ 1 1 4 A A ^ n ¥ 

ournageani 




SP 584 


IN \J V T (VI 




d'A n/ger 1-1472 


d'A. niger sur 




342 




sur puipe de 


autoclavat de son 








betterave 


de maVs 






Arabinane 


120.6 


1.9 


291.1 


7.2 


Xylene 


125,5 


93,9 


62,2 


104,3 


Gatactane 


32,9 


1,8 . 


943,9 


2,8 


Rhamnogalacturonane 


53,4 


4,9 


256.7 


nd 


CMC 


13,6 


12,2 


4.7 


24,9 


Actde polygaiacturonique 


86,0 


1.5 


2400.2 


0,4 


pNP-Rha 


12.9 


nd 


0.2 


0,0 


pNP-Gal 


19.8 


3,8 


84,8 


0.0 


pNP-Ara 


266,6 


27.5 


619.5 


0.3 


XFA 


9,2 


85.9 


0,1 


0,8 


FA 


5,8 


90,4 


0.1 


0,2 


FA2 


2.4 


nd 


0.3 


nd 



5 nd : non determine 

A) Liberation de 1 ' acide feiralxque contenu dans la pulpe 
de betterave 

La degradation enzymatique de pulpe de 
betterave a ete realisee en presence de 10 mg de 

10 proteines (SP 584 ou enzymes d'A. niger 1-1472) par g de 
pulpe seche, soit 10 mg de proteines pour 8 mg d' acide 
ferulique esterifie initialement present dans la pulpe de 
betterave. Apres 24 h d'hydrolyse, la quantite d' acide 
ferulique libere par SP 584 represente 50% de cette 

15 quantite initiale d' acide ferulique, et la quantite 
d' acide ferulique libere par les enzymes d'A. niger I- 
1472 represente 40% de cette quantite initiale. Les 
enzymes secretees par A. niger 1-1472 sont done 
legerement moins efficaces que SP 584 pour liberer 

20 1' acide ferulique present dans la pulpe de betterave. 

B) Liberation de 1 ' acide f eruliqTie con tenia dans 
1 ' autoclavat de son de mai.s 

La degradation enzymatique de 1' autoclavat de 
son de mais a ete realisee en presence de 10 mg de 



wo 00/61721 



19 



PCT/FROO/00966 



proteines (NOVOZYM 342 ou enzymes d'A. nlger 1-1472) 
par g d'autoclavat sec, soit 10 mg de proteines pour 
34 mg d' acide feruiique esterifie initialement present 
dans I'autoclavat de son de mais. Apres 24 h d'hydrolyse, 
5 la quantite d' acide feruiique libere par NOVOZYM 342 
represente 33% de cette quantite initiale d' acide 
feruiique, et la quantite d' acide feruiique libere par 
les enzymes d'A. nlger 1-1472 represente 95% de cette 
quantite initiale. Les enzymes secretees par A. nlger I- 
10 1472 sent done beaucoup plus efficaces que NOVOZYM 342 
pour liberer 1 ' acide feruiique contenu dans I'autoclavat 
de son de mais. 

EXEMPLE 6 : BIOCONVERSION DIRECTE DE L» ACIDE FERULIQUE 
PRESENT DANS DES CO-PRODUITS AGRICOLES OU LEURS 
15 FRACTIONS, EN ACIDE VANILLIQUE PAR A. nxgrez" 1-1472 
CULTIVE EN PRESENCE DE SON DE MAIS 

A. niger 1-1472 a ete cultive en presence de 
son de mais comme source carbonee inductrice d' enzymes 
capables de degrader les polysaccharides parietaux. La 
20 production d' acide vanillique a ete suivie en utilisant 
respectivement I'autoclavat de mais, la pulpe de 
betterave ou ses hydrolysats comme substrat vegetal 
source d* acide feruiique. 

Condi td.orxs de bioconversion d' acide fenilxque en acide 
25 vanilliqTie 

La souche d'A. niger 1-1472 a ete cultivee 
dans les memes conditions de culture que ceiles decrites 
prealablement pour la production d' enzymes. Les cultures 
sont realisees en bioreacteurs de laboratoire (2 litres 

30 de capacite) a agitation mecanique. 

A 1' optimum de production des enzymes, (en 
general au 3eme jour d'incubation de la culture), le 
substrat vegetal source d' acide feruiique esterifie est 
ajoute a la culture de A. nlger 1-1472 a raison d'une 

35 quantite correspondant a 0,3 a 1,5 g d' acide feruiique 
par litre de culture et par jour. 
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La bioconversion de 1 ' acide ferulique libere 
en acide vaniliique est suivie par HPLC. L' analyse HPLC 
s'effectue sur des aliquots du milieu de culture preleves 
a intervalies de temps reguliers et filtres sur fibres de 
5 verre. 

Les conditions d' analyse sont les suivantes : 
Colonne HPLC MERCK LICHROSPHER 100 RP18 (5 ^tm, 
125 X 4 mm), maintenue a 30°C ; debit de 0,75 mL/minute ; 
detection UV a 280 nm. 

10 Solvant d'elution : A : 0,01% d' acide acetique 

dans I'eau ; B : methanol. Le profil d'elution est le 
suivant : 20% de solvant B pendant 4 minutes ; gradient 
iineaire de 20 a 40% de solvant B pendant 24 minutes ; 
100% de solvant B pendant 2 minutes ; retour a 20% de 

15 solvant B et equilibrage de la colonne pendant 5 minutes. 

Les resultats obtenus sont donnes dans le 
tableau V ci-dessous, a 1' optimum de production d' acide 
vaniliique a partir des differentes sources d' acide 
ferulique utilisees. La quantite d' acide ferulique 

20 consomme correspond a la difference entre la quantite 
totale d' acide ferulique ajoute a la culture sous forme 
de substrat vegetal, et la quantite totale d' acide 
ferulique present dans la culture au moment du dosage (il 
n'est pas possible de mesurer directement la quantite 

25 d' acide ferulique libere, du fait qu'en presence des 
cellules d'A. niger, celui-ci est immediatement converti 
en acide vaniliique au fur et a mesure de sa liberation) 
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Tableau V 



Source d'acide 
feruiique 


Quantite totale 
d'acide feruiique lie 
ajoute a la culture 
(mg/L) 


Quantite d'acide 
feruiique consomme 


Acide vanillique 
produit (mg/L) 


Son de maTs natif 


600 


0 


0 


Autoclavat de son de 
mais 


4240 


3460 


1400 (apres 7 jours 
de culture) 


Puipe de betterave 


600 


0 


0 


Hydrolysat 1 de puIpe 
de betterave 


1680 


1160 


350 (apres 6 jours de 
culture) 


Hydrolysat 2 de puIpe 
de betterave 


4240 


3730 


950 (apres 7 jours de 
culture) 



On observe une production maximaie d'acide 



vanillique lorsque les substrats vegetaux riches en 
oligosaccharides feruloyles (hydrolysats de pulpe de 
5 betterave et autoclavat de son de mais) servent de 
sources d'acide feruiique. L' acide feruiique est done 
libere par les enzymes induites de A. niger 1-1472 et 
immediatement biotrans forme en acide vanillique par les 
enzymes intracellulaires , a raison de 1400 mg/L en 

10 7 jours avec un rendement molaire de 4 6% par rapport a 
1' acide feruiique consomme, et de 950 mg/L en 7 jours 
avec un rendement molaire de 29% par rapport a 1' acide 
feruiique consomme, lorsque. 1.' autoclavat de son de mais 
et 1' hydrolysat 2 (riche en acide feruiique esterifie au 

15 galactose) sont respectivement utilises corame source 
d'acide feruiique. 

EXEMPLE 7 : BIOCONVERSION DIKECTE DE L' ACIDE FERULIQUE 
PRESENT DANS DES CO-PRODUITS AGRICOLES OU LEXms FRACTIONS 
EN ACIDE VANILLIQUE PAR A. NIGER 1-1472 CULTIVE EN 
20 PRESENCE DE PULPE DE BETTERAVE 

Dans cet exemple, la source carbonee 
inductrice d* enzymes est la pulpe de betterave. Le son de 
maiSr 1 ' autoclavat de mais, la pulpe de betterave ou ses 
hydrolysats 1 ou 2 sont utilises comme source d'acide 
25 feruiique. 

La production d'acide feruiique et d'acide 
vanillique par A. niger 1-1472 est suivie comme indique a 
I'exemple 6 ci-dessus. 
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Les resultats obtenus sont donnes dans ie 

Tableau VI suivant, a 1' optimum de production d'acide 

vanillique a partir des differentes sources d'acide 

ferulique utilisees. 
5 Tableau VI ^_ 



Source d'acide 
ferulique 


Quantite totale 
d'acide ferulique lie 
ajoutee a la culture 
(mg/L) 


Quantite totale 
d'acide ferulique 
consomme (mg/L) 


Acide vanillique 
produit (mg/L) 


Son de maVs natif 


600 


0 


0 


Autoclavat de son de 
mars 


3750 


3290 


2200 (apres 7 jours 
de culture) 


Puipe de betterave 


600 


350 


50 (apres 6 jours de 
culture) 


Hydrolysat 1 de puIpe 
de betterave 


900 


650 


1 50 (apr6s 4 jours de 
culture) 


Hydroiysat 2 de puIpe 
de betterave 


900 


770 


270 (apr^s 4 jours de 
culture) 



Ces resultats montrent que 1 ' utilisation de 
pulpe de betterave comme source carbonee inductrice 
conduit a des resultats de bioconversion directe 



meilleurs que ceux observes dans le cas de 1' utilisation 

10 du son de mais comme source carbonee inductrice ; ceci 
est en accord avec les resultats sur les potentialites 
des enzymes de A. nlger 1-1472 induites dans ces 
conditions (exemples 1 et 2) . En effet, dans le cas des 
cultures effectuees en presence de pulpe de betterave 

15 I'on observe pour les enzymes de depolymerisation et les 
osidases, un spectre d'activites enzymatiques plus large 
et des niveaux d' activite plus eleves que dans le cas des 
cultures realisees en presence de son de mais ; ceci 
permet la liberation d' une plus grande quantite et d'une 

20 plus grande variete d' oligosaccharides feruloyles 
utilises comme substrat par les ferulate esterases. 

D' autre part, une production maximale d'acide 
vanillique est obtenue lorsque 1' autoclavat de son de 
mais est utilise comme substrat vegetal source d'acide 

25 ferulique. Dans les cultures realisees en presence de 
pulpes de betterave comme source carbonee inductrice des 
enzymes de depolymerisation et des osidases, I'ajout 
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d' autoclavat de maxs induit en outre les activites 
ferulate esterases. 

'L'acide ferulique libere par les enzymes 
induites de A. niger 1-1472 est ensuite tr^s ef f icacement 
5 biotransf orme en acide vanillique par les enzymes 
intracellulaires , a raison de 2200 mg/L en 7 jours avec 
un rendement moiaire de 17% par rapport a 1' acide 
ferulique consomme. 

II est a noter que 1' acide ferulique lie 
10 present dans les pulpes de betterave et leurs hydrolysats 
utilises comme substrat vegetal source d' acide ferulique 
a egalement ete bioconverti directement en acide 
vanillique, bien qu'a un niveau moindre. 

EXEMPLE 8 : BIOCONVERSION DIRECTE DE L' ACIDE FERULIQUE 
15 PRESENT DANS L' AUTOCLAVAT DE MAIS EN ACIDE VANILLIQUE PAR 
A, NXOER 1-1472 CULTIVE EN PRESENCE D ' HYDROLYSATS DE 
PULPE DE BETTERAVE 

Dans cet exemple, les sources carbonees 

inductrices d' enzymes sont les hydrolysats 1 et 2 de 
20 pulpe de betterave. L ' autoclavat de mais est utilise 

comme substrat vegetal source d' acide ferulique 

La production d' acide ferulique et d' acide 

vanillique par A. niger 1-1472 est suivie comme indique a 

1' exemple 6 ci-dessus. 
25 Les resultats obtenus a 1' optimum de 

production d* acide vanillique sont illustres par le 

Tableau VII suivant : 



wo 00/61721 



24 



PCT/FROO/00966 



Tableau VII 



Source carbon^e 
Inductrice 


Quantlte totale 
d'acide ferulique lie 
ajoutee a )a culture 
(mg/L) 


Quantite totale 
d' acide ferulique 
consomm6 (mg/L) 


Acide vanillique 
produit (mg/L) 


Hydrolysat 1 (riche en 

acide ferulique 
esterifi^ d t'arabinose) 


3300 


3150 


1260 (apr6s Zjours 
de culture) 


Hydrolysat 2 (riche en 

acide ferulique 
esterifie au galactose) 


3300 


3180 


1550 (apr6s 7 jours 
de culture) 



La production d' acide vanillique par A. nlger 



1-1472 a partir de 1 ' acide ferulique contenu dans 
I'autoclavat de mais est de 1260 mg/L apres 7 jours (soit 
un rendement molaire de 46% par rapport a 1' acide 
ferulique consomme), lorsque 1 ' hydrolysat 1 sert de 
source carbonee inductrice, et de 1550 mg/L apres 7 jours 
(soit un rendement molaire de 5 6% par rapport a 1' acide 
ferulique consomme), lorsque I'hydrolysat 2 sert de 
source carbonee inductrice. 
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REVENDICATIONS 
1) Precede d'obtention de cultures 
d' Aspergillus nlger a large spectre d'activite 
enzymatique, caracterise en ce qu'il comprend la mise en 
culture d'au moins une souche d' Aspergillus nlger en 
presence d'au moins une source carbonee inductrice 
choisie dans le groupe constitue par : 

- la pulpe de betterave ou au moins une de ses fractions 
solubles riches en oligosaccharides feruloyles, 
susceptibles d'etre obtenues par hydrolyse acide ; 

- un son de cereale^- notamment de mais, ou un melange de 
sons de differentes cereales, ou au moins une de ses 
fractions solubles riches en oligosaccharides feruloyles, 
susceptibles d'etre obtenues par autoclavage dudit son ou 
dudi t me 1 ange . 

2) Precede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que la source carbonee inductrice est 
presente dans ledit milieu de culture ^ une concentration 
comprise entre 1 et 50 g/L et de preference entre 2,5 et 
30 g/L. 

3) Precede selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la culture 
d' Aspergillus nlger comprend au moins la souche CNCM I- 
1472. 

4) Precede d'obtention d'une preparation 
enzymatique a large spectre d'activite, caracterise en ce 
qu'il comprend la mise en ceuvre du precede selon une 
quelconque des revendications 1^3, et la recuperation 
du surnageant de culture. 

5) Preparation enzymatique, caracterisee en ce 
qu'elle est susceptible d'etre obtenue par le precede 
selon la revendication 4 . 

6) Precede de production d' acide ferulique 
libre a partir d'un substrat feruloyle, lequel precede 
est caracterise en ce qu' il comprend la mise en contact 
dudit substrat avec au moins une culture d' Aspergillus 
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niger obtenue par le procede selon une queiconque des 
revendications 1 a 3, ou avec au moins une preparation 
enzymatique seion la revendication 5, dans des conditions 
permettant la liberation de I'acide ferulique par les 
5 enzymes presentes dans ladite culture ou ladite 
preparation enzymatique . 

7) Procede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que le substrat feruloyle est choisi 
parmi : 

10 - la pulpe de betterave ou au moins une de ses fractions 
solubles riches en oligosaccharides feruloyles, 
susceptibles d'etre obtenues par hydroiyse acide ; 
- un son de cereale, notamment de mais, ou un melange de 
sons de differentes cereales, ou au moins une de ses 

15 fractions solubles riches en oligosaccharides feruloyles, 
susceptibles d'etre obtenues par autoclavage dudit son ou 
dudit melange. 

8) Procede selon une queiconque des 
revendications 6 ou 1, caracterise en ce que I'on 

20 additionne au milieu de culture d' Aspergillus niger une 
quantite de substrat feruloyle correspondant ^ 0,1 a 50 g 
d' acide ferulique par litre de milieu de culture. 

9) Procede selon une queiconque des 
revendications 6 ou 7, caracterise en ce que I'on melange 

25 la preparation enzymatique avec une quantite de substrat 
feruloyle correspondant a 0, 1 a 40 g d' acide ferulique 
pour 1 gramme de proteines totales de preparation 
enzymatique . 

10) Procede selon une queiconque des 
30 revendications 6 a 9, caracterise en ce que la culture 

Aspergillus niger ou la preparation enzymatique sont 
produites en presence d' une source carbonee inductrice 
comprenant de la pulpe de betterave ou au moins une de 
ses fractions riches en oligosaccharides feruloyles 
35 susceptibles d'etre obtenues par hydroiyse acide, et en 
ce que le substrat feruloyle comprend au moins un son de 
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cereale ou au moins une de ses fractions riches en 
oligosaccharides feruioyles susceptibles d'etre obtenues 
par autoclavage. 

11) Precede selon une queiconque des 
revendications 6 a 8, ou 10, caracterise en ce qu'il 
comprend en outre la bioconversion directe de I'acide 
ferulique en acide vanillique par la culture 
d' Aspergillus nlger. 
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